





























	 糖代謝や感染症による Reactive Oxygen Species (ROS) の上昇は組織障害
を引き起こし，生物の寿命を短縮する．また，糖尿病や歯周炎によって生体
内で発生する ROS を直接測定することは困難である．ROS を分解し，無毒化する
抗酸化酵素の一つである Manganese Superoxide dismutase (MnSOD) は，ROS により
発生する様々なストレスに対して誘導される．特に，血清中の MnSOD は体内の ROS
の上昇を反映することが報告されている． 
	 本研究では糖尿病患者の血清 MnSOD と歯周炎の関係を明らかにすることを目的
として，糖尿病患者と非糖尿病患者を対象に血清 MnSOD 活性を検討した．さらに，
単球系細胞の MnSOD 産生に対して異なるグルコース濃度と Porphyromonas 
gingivalis  (P .  gingivalis)  が与える影響を明らかにすることを目的として，ヒト
単球系細胞株 (THP-1 細胞) を用いて MnSOD 産生機構を検討した． 




唾液 P. gingivalis 細菌数と有意な正の相関が認められた．このことから，糖尿病を
有する歯周病患者では P. gingivalis 感染によって血清 MnSOD が上昇することが示
唆された． 
	 P. gingivalis lipopolysaccharide (LPS) 刺激によってTHP-1細胞のMnSOD mRNAは
上昇した．異なるグルコース濃度下で P. gingivalis LPS 刺激を行ったところ，高い
グルコース濃度 (300 mg/dl) で最も MnSOD mRNA 発現量が高かった．また，P. 
gingivalis LPS刺激によって培養上清中の tumor necrosis factor (TNF) -α産生が認めら
れた．さらに，ヒト TNF-α 刺激によって THP-1 細胞の MnSOD mRNA 発現は上昇
した．TNF-α converting enzyme inhibitor は P. gingivalis LPS 刺激による TNF-α 産生
を完全に抑制したが，MnSOD mRNA 発現の上昇は完全に抑えられなかった． 
	 これらのことから，糖尿病を有する歯周炎患者では P. gingivalis 感染による直接
刺激，あるいは TNF-α を介した間接刺激によって血清 MnSOD 上昇が起こることが
示唆された．糖尿病を有する歯周炎患者における P. gingivalis の除去は，ROS によ
る様々な障害を抑制することが期待される． 
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	 歯周炎は Porphyromonas gingivalis  (P .  gingivalis)  や Aggregatibacter 
act inomycetemcomitans (A. actinomycetemcomitans)  などの歯周病原細菌が関
与した慢性炎症性疾患であり，発症と進行には遺伝的，環境的リスクフ
ァクターが関与していると考えられている  (Page & Kornman,  1997)．と
りわけ，糖尿病は歯周炎のリスクファクターであり，血糖コントロール
の不良が歯周炎のリスクを上昇させることが明らかとなっている  
(Khader et  al . ,  2006)．歯周炎による糖尿病患者の血糖コントロールの悪
化も報告されていることから  (Janket  et  al . ,  2005)，歯周炎と糖尿病が相
互に影響を与えていることが知られている  (Nagasawa et  al . ,  2010)．  
	 Reactive Oxygen Species (ROS) は細胞の老化を促進し，様々な疾患を悪化させる
分子として注目されており (Liochev, 2013)，グルコース代謝や脂質代謝のような内
因性の生理反応，または大気汚染や放射線のような外因性のストレスにより生じる
ことが知られている (Bhattacharyya et al., 2014)． 歯周炎と糖尿病は ROS を増加さ
せる代表的な疾患であることが示唆されている (Buczko et al., 2015)．しかし，生体
内で発生する ROS は直接測定することが困難であり，これまで ROS により糖尿病
では病態が悪化すること (Kaneto et al., 2010)，歯周炎では組織破壊が亢進すること 
(Chapple & Matthews, 2007;Waddington et al., 2000) が明らかになっているが，糖尿病
を有する歯周炎患者に対する ROS の影響は十分に明らかになっていない． 
	 Manganese superoxide dismutase (MnSOD) は細胞内で発生する ROS を無毒化する
主要な抗酸化酵素である (Fridovich, 1995)．MnSOD はヒト単球系細胞によって産生
されること (Kamiya et al., 2011)，ROS の上昇に伴って MnSOD も上昇することが報
告されているが (Li et al., 2010)，歯周炎に伴って増加する単球が産生する ROS とそ
の除去を行う MnSOD 産生についての関係は明らかになっていない． 
	 本研究では糖尿病患者の血清 MnSOD と歯周炎の関係を明らかにすることを目的
として糖尿病患者と非糖尿病患者を対象に血清 MnSOD 活性を検討した．さらに血
清 MnSOD の産生細胞である単球系細胞の MnSOD 産生に対して，グルコース濃度
および P. gingivalis  刺激が与える影響を明らかにすることを目的として，ヒト単




II. 材料と方法  
	 本研究は北海道医療大学歯学部・大学院歯学研究科倫理委員会の承認を得て，実
施した (承認番号 2010004)．糖尿病患者と非糖尿病患者を対象に血清 MnSOD を検





	 北海道医療大学病院歯科に通院する 76 名の 2 型糖尿病患者群と 78 名の糖尿病に
罹患していないコントロール群を被験者とした．2 型糖尿病患者群の平均年齢は
64.8 ± 12.6 歳で性別は男性が 41 人，女性が 35 人であった．コントロール群の平均
年齢は 57.0 ± 19.7 歳で性別は男性が 30 人，女性が 48 人であった．2 型糖尿病は糖
尿病診療ガイドライン 2017 に従い内科医によって診断された．歯周炎は歯周治療










OMNIgene Discover (DNA Genotek) を用いて採取し，常温で保管した． 
 
4） 細胞・培養培地 
	 THP-1 細胞は JCRB細胞バンクより購入した．培養培地はグルコース不添加の
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (和光純薬工業)に Fetal Bovime Serum 
(FBS) (Cambrex Corporation)，ペニシリン-ストレプトマイシン (PS) (Sigma-Aldrich 




	 lipopolysaccharide (LPS)，from P. gingivalis ATCC 33277 (和光純薬工業)，
D-(+)-Glucose (Sigma-Aldrich Co. LLC)，Human recombinant Tumor Necrosis Factor 
(TNF) -α (和光純薬工業)，TNF -α converting enzyme (TACE) inhibitor (S-43077，
N-Hydroxy-1-(1-isobutyl-4-piperidinyl)-[3-{4-(2-methyl-4-quinolinyl) 
methoxyphenyl}sulfonyl]-2-propanyl formamide) (科研製薬) を使用した．MnSOD 測定
は Superoxide Dismutase Colorimetric Activity Kit (Arbor Assays) を用いた. TNF-α 測





	 歯科検査として現在歯数，Bleeding on probing (BoP)，Probing pocket depth (PPD)
を測定した．血液検査から LDL コレステロール，HDL コレステロール，中性脂肪，
空腹時血糖，HbA1c を利用した．診療録から性別，問診から喫煙の有無を利用した．  
 
2） 血清 MnSOD 活性の測定 
	 Superoxide Dismutase Colorimetric Activity Kit (Arbor Assays) を用いてプロトコー
ルに従い，Xanthine Oxidase に対する阻害反応を定量することで MnSOD 活性を測定
した．MnSOD 活性はマイクロプレート分光光度計 SPECTRA max 340PC（Molecular 




1） 唾液中の DNA 抽出 
	 OMNIgene Discover (DNA Genotek) で採取した唾液は，キットのプロトコールに






2） 細菌 DNA の qPCR 解析 
	 P. gingivalis の 16S rRNA に特異的なプライマー (表 1) と KAPA SYBR Fast qPCR 
Kit (KAPABIOSYSTEMS) を用いて Quantitative polymerase chain reaction (qPCR) を




	 THP-1 細胞は 1 × 106 cell/ml に調整して 37℃，5%CO2 下で培養した．培養条件は
特に指定が無ければ 100 mg/dl のグルコース, 10% FBS, 1%PS を添加した RPMI1640
を用いた．P. gingivalis LPS は 1 µg/ml で刺激した．高グルコース条件にする場合は
100 から 200 あるいは 300 mg/dl に変化させた． TNF-α は 1 ng/ml と TACE inhibitor
は 40 µmol は培養開始時に添加した．培養上清と細胞は一定時間培養後にそれぞれ
回収し，測定まで−80℃で保管した． 
 
5) MnSOD mRNA，TNF-α mRNA 発現の検討 
(1) 全 RNA の抽出 
	 培養が終了した THP-1 細胞の培養上清を取り除いた後に TRIzol® Reagent 
(Invitrogen) を THP-1 細胞に加えた．クロロホルム添加後，混和して 20℃で 3 分間
静置した．12,000 × g，4℃で 15 分間遠心操作後，水相の RNA を取り出し，イソプ
ロピルアルコールを加えて混和した．12,000 × g，4℃で 10 分間遠心操作後，上清を
除去し，75%エタノールで 2 回洗浄した後，RNase-free water で調整した． 
 
(2) cDNA の合成 
	 QuantiTect Reverse Transcription Kit (QIAGEN) を用いて抽出したRNAの逆転写を
行った．抽出したRNAにgDNA Wipeout Bufferを加えて42℃, 2分間反応させGenomic 
DNAを除去した．その後，Quantiscript Reverse Transcriptase，Quantiscript RT Buffer，





(3) MnSOD mRNA，TNF-α mRNA の qPCR 解析 
	 MnSOD，TNF-α，β-actin に特異的なプライマー (表 1) と KAPA SYBR Fast qPCR 
Kit (KAPABIOSYSTEMS) を用いて qPCR の SYBR GREEN 法を行い，mRNA 発現量
を定量した．サーマルサイクラーに LightCycler® Nano システム (F. Hoffmann-La 
Roche, Ltd.) を使用した．刺激時の THP-1 細胞の mRNA 発現を陽性対象とし，段階
希釈後に測定して検体と陽性対象との発現比を求め，得られた MnSOD，TNF-α と
β-actin の値の比を MnSOD mRNA 発現量として算出した． 
 
6) TNF-α の測定 
	 培養上清中の TNF-α 量の測定は enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 法で
行った．Coating buffer を 100 µl 添加し，室温で 12 時間静置して捕捉用抗体をコー
トした．その後，プレートを Wash Buffer で 3 回洗浄し乾燥した．Blocking buffer
を添加し，室温で 1 時間静置した．プレートを Wash buffer で 3 回洗浄し乾燥後，
それぞれのウェルに Standard と検体を 100 µl 添加し，室温で 2 時間静置した．Wash 
buffer でプレートを 3 回洗浄し乾燥後，一次抗体を 100 µl 添加し，室温で 2 時間静
置した．Wash Buffer でプレートを 3 回洗浄し乾燥後，二次抗体 100 µl 添加し，暗
所に室温で 20 分間静置した．プレートを Wash Buffer で 3 回洗浄し乾燥後，Substrate 
solution を 100 µl 添加し，暗所に室温で 30 分間静置した．その後，Stop solution を
100 µl 添加し，反応を停止させた．TNF-α 量はマイクロプレート分光光度計




	 統計解析は SPSS® (International Business Machines Corporation) を用い，2 群間の比
較は Mann-Whitney U test を用いた．多群間の比較は ANOVA with Tukey's HSD Post 
Hoc Test を用いた．また，糖尿病群の血清 MnSOD を従属変数に設定し，血液検査・
歯科検査および細菌検査項目 (年齢，性別，現在歯数，BoP 率，PPD4 mm 以上の歯
数の割合，P. gingivalis 細菌数，喫煙，HbA1c) を独立変数に設定して重回帰分析を






	 2 型糖尿病群ではコントロール群と比較して空腹時血糖は有意に高く  (p ＜ 
0.001)，HDL コレステロールが有意に低かった (p ＜ 0.05)．2 型糖尿病群の PPD4 
mm 以上の割合，BoP はコントロール群と比較して有意に高く (p ＜ 0.001)，現在
歯数は有意に少なく(p ＜ 0.05)，歯周炎の人数は有意に多かった (p ＜ 0.05) (表 2)． 
 
2. 血清 MnSOD 活性 
	 2 型糖尿病群ではコントロール群と比較して血清 MnSOD が有意に高かった(p ＜ 
0.001) (図 1)． 
2 型糖尿病群とコントロール群をさらに歯周炎の有無で分け，4 群間で血清 MnSOD
の比較を行った．歯周炎の無いコントロール群は 32 人で，歯周炎を有するコント
ロール群は 46 人であった．歯周炎の無い 2 型糖尿病群は 9 人で，歯周炎を有する 2
型糖尿病群は 67 人であった．歯周炎を有するコントロール群では歯周炎の無いコ
ントロール群よりも有意に血清 MnSOD が高かったが (p ＜ 0.001)，歯周炎を有す
る 2 型糖尿病群と歯周炎の無い 2 型糖尿病群の血清 MnSOD には有意差が認められ
なかった．歯周炎を有する 2 型糖尿病群の血清 MnSOD は歯周炎の無いコントロー
ル群よりも有意に高かった (p ＜ 0.001) (図 2)． 
 
3. 細菌検査 
	 2 型糖尿病群とコントロール群をさらに歯周炎の有無で分け，4 群間で唾液 P. 
gingivalis 細菌数の比較を行った．歯周炎を有するコントロール群では歯周炎の無い
コントロール群よりも有意に唾液 P. gingivalis 細菌数が多かったが (p ＜ 0.05)，歯
周炎を有する 2 型糖尿病群と歯周炎の無い 2 型糖尿病群の唾液 P. gingivalis 細菌数
には有意差が認められなかった．歯周炎を有する 2 型糖尿病群の唾液 P. gingivalis








	 2 型糖尿病群の血清 MnSOD と相関する因子を検討するために重回帰分析を行っ
た．従属変数として血清 MnSOD，独立変数として年齢，性別，現在歯数，BoP 率，
4 mm 以上の PPD を有する歯数の割合，P. gingivalis 細菌数，喫煙，HbA1c を設定し
た．重回帰分析の結果 MnSOD に対して P. gingivalis 細菌数が有意な因子として選
択された (p ＜ 0.05) (表 3)． 
 
5. P. gingivalis LPS 刺激による THP-1 細胞の MnSOD 遺伝子の経時的発現変化 
	 P. gingivalis LPS 刺激による経時的な MnSOD 発現を調べるために 0，6，12，24，
48，72 時間後の MnSOD mRNA 発現を検討した． THP-1 細胞の MnSOD mRNA 発
現は P. gingivalis LPS 刺激後に有意に増加して 12 時間でピークを迎え (p ＜ 0.001)，
それ以降は低下した (図 4)． 
 
6. グルコースによる THP-1 細胞の MnSOD 遺伝子発現変化 
	 高グルコース状態が MnSOD 発現に与える影響を調べるために，グルコース濃度
を変化させて (100, 200, 300 mg/dl)，12 時間後の MnSOD mRNA 発現を検討した．
グルコース濃度を増加させることによりわずかに MnSOD mRNA 発現は上昇したが，
有意差は認められなかった (図 5)． 
 
7. グルコースと P.gingivalis LPS 刺激による THP-１細胞の MnSOD 遺伝子発現 
	 正常グルコース (100 mg/dl) および高グルコース (200, 300 mg/dl) 下における P. 
gingivalis LPS (1 µg/ml) 刺激が MnSOD mRNA 発現に与える影響を検討した． 
	 グルコース 300 mg/dl で P. gingivalis LPS 刺激した時の MnSOD mRNA 発現が最
も高く，全てのグルコース濃度 (100，200，300 mg/dl)で P. gingivalis LPS 刺激を行
わない時の MnSOD mRNA 発現との間に有意差が認められた (p ＜ 0.001) (図 6)． 
 
8. TNF-α 刺激による THP-1 細胞の MnSOD 遺伝子発現変化 
	 TNF-α 刺激が MnSOD 発現に与える影響を調べるために THP-1 細胞を TNF-α 
( 0.01, 0.1, 1, 10 ng/ml) で刺激して 12 時間後の MnSOD mRNA 発現を検討した．
MnSOD mRNA の発現は TNF-α 刺激によって有意に上昇した (p ＜ 0.05) (図 7)． 
8 
 
9. TACE inhibitor と P. gingivalis LPS 刺激による THP-1 細胞の TNF-α 遺伝子発現
に及ぼす影響 
	 P. gingivalis LPS 刺激による THP-1 細胞の TNF-α mRNA 発現に TACE inhibitor が
与える影響を調べるために TACE inhibitor 存在・非存在下で THP-1 細胞を P. 
gingivalis LPS で刺激して TNF-α mRNA 発現を検討した．P. gingivalis LPS 刺激によ
って TNF-α mRNA 発現は上昇した．この P. gingivalis LPS 刺激による TNF-α mRNA
発現上昇は TACE inhibitor 存在下でも認められ，P. gingivalis LPS 刺激後の TNF-α 
mRNA は未刺激時よりも有意に高かった (p ＜ 0.001) (図 8)． 
 
10. P. gingivalis LPS 刺激による THP-1 細胞の TNF-α 産生に対して TACE inhibitor
が及ぼす影響 
	 P. gingivalis LPS (1 µg/ml) 刺激による THP-1 細胞の TNF-α 産生に TACE inhibitor 
(40 µmol/l) が与える影響を調べるために 12 時間後の培養上清中の TNF-α 産生を検
討した． P. gingivalis LPS 刺激によって TNF-α 産生は有意に上昇した (p ＜ 0.001)．
この P. gingivalis LPS 刺激による TNF-α 産生は TACE inhibitor によって完全に抑
制された (p ＜ 0.001) (図 9)． 
 
11. P. gingivalis LPS 刺激による THP-1 細胞の MnSOD 遺伝子発現に対して TACE 
inhibitor が及ぼす影響 
	 P. gingivalis LPS 刺激による THP-1 細胞の MnSOD mRNA 発現に TACE inhibitor
が与える影響を調べるために TACE inhibitor 存在・非存在下で THP-1 細胞を P. 
gingivalis LPS で刺激して MnSOD mRNA 発現を検討した．P. gingivalis LPS 刺激に
よってMnSOD mRNA発現は有意に上昇した (p ＜ 0.001)．このP. gingivalis LPS 刺
激による MnSOD mRNA 発現上昇は TACE inhibitor 存在下でも認められ, P. 
gingivalis LPS 刺激後の MnSOD mRNA は未刺激時よりも有意に高かった (p ＜ 








1. 糖尿病患者の血清 MnSOD と歯周炎の関係 
	 本研究では糖尿病患者の血清 MnSOD が非糖尿病患者と比較して高く，糖尿病患
者における MnSOD の過去の報告を支持する結果となった (沢木，亀井，1996)． 
歯周炎の有無を検討に加えたところ，コントロール群においては歯周炎患者の血清
MnSOD が非歯周炎患者よりも有意に高かったが， 2 型糖尿病群では歯周炎患者と
非歯周炎患者で有意差は認められなかった．2 型糖尿病を有する歯周炎患者で血清






et al., 2012)．肝疾患における MnSOD の上昇は肝臓における ROS 産生の亢進を反影
すると考えられており，肝疾患患者では血清 MnSOD が上昇することが報告されて
いる (Takami et al., 2010)．血清 MnSOD の上昇は肝疾患と密接に関連し，血清
MnSOD の上昇が認められる人では C 型肝炎における肝癌の発症リスクが高いこと
が明らかとなっている (Tamai et al., 2011)．また非糖尿病群において歯周炎患者で
は非歯周炎患者と比較して P. gingivalis 細菌数が有意に多かったが，糖尿病群にお
いては歯周炎の有無で有意な差は認められず，MnSOD と同様な傾向が認められた．




よって P. gingivalis 細菌数との間に有意な正の相関が認められた．このことから糖
尿病患者では P. gingivalis の感染に伴って血清 MnSOD が上昇することが示唆され
る． 本研究において，2 型糖尿病群ではコントロール群と比較して血清 MnSOD が
高かったことから，糖尿病群においては ROS の産生が高いことが示唆された．こ




	 このように我々の行った臨床的検討から，血清 MnSOD 活性に影響を与える因子
として糖尿病があること，さらに P. gingivalis に感染していることが重要であると
確認された． 
 
2. グルコースと P. gingivalis が ROS の産生細胞である単球系細胞の MnSOD 産
生に対して及ぼす影響 
	 肝臓における ROS の産生は主としてクッパ−細胞や炎症性細胞によって担われる
ことが報告されており (Jaeschke & Farhood, 1991)，また THP-1 細胞は様々なストレ
スに対して MnSOD を産生することが報告されている．今回の研究において P. 
gingivalis LPS 刺激による THP-1 細胞における MnSOD mRNA の発現を経時的に調
べたところP. gingivalis 感染に伴いMnSOD発現の増加がみられることが示された．
グルコース濃度は正常グルコース濃度を 5.5 mM とし，高グルコース濃度を 15 mM
としている報告 (Wu et al., 2009)をもとに mg/dl に換算し，また，ヒトの空腹時血糖
は 100 mg/dl が正常であり，200，300 mg/dl は高血糖状態であることから設定した．
100 mg/dl から 300 mg/dl に上昇させて P. gingivalis LPS 刺激を行った場合，グルコ
ース 100 mg/dl よりも 300 mg/dl における P. gingivalis LPS 刺激で最も MnSOD 
mRNA 発現の上昇が大きかった．P. gingivalis 感染は好中球の ROS 産生を促進する
と報告されており (Al-Shibani et al., 2011)，糖尿病の高血糖状態は ROS の産生を招
くことが報告されている (Yan, 2014)． 
また，ROS により MnSOD が誘導されるという報告があり (White & Tsan, 2001)，
これらのことから歯周炎における P. gingivalis 感染と糖尿病による高血糖状態でよ
り ROS の産生が促進され，それに対して MnSOD 産生が亢進した可能性が示唆され
る．しかし，今回の研究では ROS については測定が困難であり P. gingivalis 感染と
糖尿病による高血糖状態による ROS の産生が促進され，MnSOD がそれに対して産
生される機構に関しては更なる検討が必要である． 
	 単球による MnSOD 産生は，刺激の種類によって産生機構が異なる事が報告され
ている．X 線照射によっても単球から MnSOD が誘導されるが，その際の MnSOD
産生には TNF-α 産生が必要であり，X 線照射による MnSOD 産生誘導は TNF-α のオ
ートクラインによって起こると考えられている (Hachiya et al., 1997)．また，大腸菌
の LPS 刺激による MnSOD 産生では， TNF-α のオートクラインを介して MnSOD
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産生が上昇するものの，大腸菌の変異株の LPS では TNF-α 産生を誘導せずに，
MnSOD 産生を上昇させるものが報告されており，TNF-α のオートクラインを介さ
ずに直接 MnSOD 産生を上昇させる経路が存在することも示されている (Tian et al., 
1998)．本研究においても P. gingivalis LPS 刺激により TNF-α mRNA および MnSOD 
mRNA が誘導された．また，TNF-α による刺激でも MnSOD mRNA が誘導された事
から，P. gingivalis LPS 刺激においても TNF-α のオートクラインを介する MnSOD
産生経路が存在することが示唆された．  
	 TNF-α の細胞外への分泌は，細胞内で産生された膜結合型 TNF-α が TACE によっ
て切断されることで行われている (Black et al., 1997)．このことから P. gingivalis 
LPS 刺激を行う際に，TACE inhibitor を加えることで TNF-α の産生を抑制すれば，
TNF-αのオートクラインに依存しない経路による MnSOD mRNA の上昇が観察でき
ると考えた．TACE inhibitor は P. gingivalis LPS 刺激による TNF-α mRNA 発現に影
響を与えなかったが，培養上清への TNF-α 産生を完全に抑制した事から，TACE 
inhibitor は P. gingivalis LPS による TNF-α 産生を選択的に抑制することが確認され
た．本研究では TACE inhibitor 存在下の P. gingivalis LPS 刺激においても MnSOD 
mRNA の上昇が認められたことから，P. gingivalis LPS 刺激による MnSOD 産生の誘
導には TNF-α 非依存性の経路が存在することが明らかとなった． 
 
3. 2 型糖尿病を有する歯周炎患者における P. gingivalis による MnSOD の上昇 
	 糖尿病患者における血清 MnSOD と P. gingivalis 細菌数には有意な正の相関が認
められ，糖尿病患者では P. gingivalis 感染によって血清 MnSOD が上昇することが
示唆された．歯周炎では頻繁に菌血症が生じており，プラーク中の細菌に P. 
gingivalis が存在する場合には，その LPS が血流を介して単球に作用することは比
較的高頻度で起こっていると考えられている (Suwatanapongched et al., 2010)．本研
究で認められた血清 MnSOD の上昇がどこで起こるのかは明らかでない．P. 
gingivalis LPS が THP-1 細胞の MnSOD mRNA の上昇を誘導した事から, 菌血症によ
って P. gingivalis LPS が作用する度に単球，あるいは肝臓などの遠隔臓器の炎症性
細胞で ROS による MnSOD 産生が誘導される可能性がある．あるいは歯周炎局所の
炎症性細胞が P. gingivalis 感染に伴って MnSOD を産生することが血清 MnSOD の上
昇に寄与する可能性も考えられる．血清 MnSOD の上昇は ROS による障害を反映し
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ていると考えられていることから (Tamai et al., 2011)，その産生細胞がどこにある
としても，歯周治療による P. gingivalis の除去は，糖尿病を有する歯周炎患者で ROS
による様々な障害を抑制することが期待される．  
	 本研究の限界としてコントロール群において HbA1c を測定していないことがあ
げられるが，空腹時血糖と HbA1c の相関に関する既報 (Ito et al., 2000)を参考にコ






MnSOD 活性の上昇を，P. gingivalis 感染と糖尿病だけで説明するのは困難である． 
本研究の 2 型糖尿病群の HDL コレステロールが有意に低いという結果はリポ蛋白
代謝の異常により，中性脂肪が上昇し，HDL コレステロールが低下しやすいという
報告 (Betteridge, 1994)を支持しているが，脂質代謝が MnSOD に与えるかについて
は明らかではない．本研究は横断研究であるため，P. gingivalis 感染と血清 MnSOD
の相関について，直接的な因果関係を明らかにすることができないことがあげられ
る．今後は歯周治療による P. gingivalis 感染の除去によって血清 MnSOD の濃度を




	 結果から 2 型糖尿病を有する歯周炎患者における血清 MnSOD と P. gingivalis の
関係とその機構について，以下の結論を得た． 
 
1. 2 型糖尿病群とコントロール群を比較した時，2 型糖尿病群で血清 MnSOD が有
意に高く，歯周炎の重症度が重度だった． 
2. 糖尿病患者の唾液中の P. gingivalis 細菌数は血清 MnSOD と有意な正の相関を
示していた． 
3. P. gingivalis LPS 刺激により THP-1 細胞は MnSOD mRNA 発現を増大させた． 
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4. P. gingivalis LPS 刺激による THP-1 細胞の MnSOD mRNA 発現は血清中の正常
とみなされるグルコース 100 mg/dl よりも高血糖状態であるグルコース 300 
mg/dl で高い傾向がみられた． 
5. TNF-α 刺激により THP-1 細胞は，MnSOD mRNA 発現を増大させた． 
6. P. gingivalis LPS 刺激により THP-1 細胞は，TNF-α を産生した． 
7. P. gingivalis LPS 刺激による THP-1 細胞の TNF-α 産生は，TACE inhibitor によっ
て阻害された． 
8. TACE inhibitor は，P. gingivalis LPS 刺激による THP-1 細胞の MnSOD mRNA 発
現を抑制しなかった． 
 
	 本研究では，2 型糖尿病を有する歯周炎患者の血清 MnSOD は唾液中の P. 
gingivalis 細菌数と有意な正の相関を持つこと，血清 MnSOD の産生細胞である単球
系細胞は P. gingivalis LPS と反応して MnSOD 発現を上昇させることを初めて明ら
かにした．これらのことから，糖尿病患者の歯周炎において P. gingivalis 感染は
MnSOD の上昇を引き起こしており，これは ROS による障害が起こったことによる
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ND: Not done 
*p < 0.05，Mann-Whitney U test，†p < 0.05，Pearsons’s chi-square test 
 
表 3．2 型糖尿病における血清 MnSOD の重回帰分析 
 
*p < 0.05，Multiple regression analysis  
 
図 1．コントロール群と 2 型糖尿病群の血清 MnSOD  
 
平均±標準偏差，平均値の差は Mann-Whitney U test を行った．*p < 0.05． 
 
図 2．歯周炎を伴う/伴わない 2 型糖尿病群とコントロール群における血清 MnSOD  
 
平均±標準偏差，平均値の差は分散分析後に Tukey's HSD test を行った．*p < 0.05． 
 
図 3．歯周炎を伴う/伴わない 2 型糖尿病群とコントロール群における P. gingivalis 
細菌数 
 
	 平均±標準偏差，平均値の差は分散分析後に Tukey's HSD test を行った．*p < 0.05．  
 
図 4．P. gingivalis LPS 刺激による THP-1 細胞の MnSOD 遺伝子の経時的発現変化 
 
	 THP-1 細胞に P. gingivalis 由来の LPS (1 µg/ml) を作用させ，実験前 (0 時間), お
よび 6，12，24，72 時間の各時点で RNA を抽出し，qPCR 法にて MnSOD 遺伝子発
現量を測定した (n = 6) . 結果は内因性コントロール (β-actin) の遺伝子発現量で補
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正した (平均 ± 標準偏差) . 平均値の差は分散分析後に Tukey's HSD test を行い，有
意差は*p < 0.05， vs． 0 時間とした． 
 
図 5．グルコースによる THP-1 細胞の MnSOD 遺伝子発現変化  
 
	 THP-1 細胞にグルコース (100，200，300 mg/dl) と P. gingivalis 由来の LPS (0, 1 
µg/ml)を作用させ，12 時間培養して RNA を抽出し，qPCR 法にて MnSOD 遺伝子発
現量を測定した (n = 6) . 結果は内因性コントロール (β-actin) の遺伝子発現量で補
正した (平均 ± 標準偏差) . 平均値の差は分散分析後に Tukey's HSD test を行い，有
意差は*p < 0.05 とした． 
 
図 6．グルコースと P.gingivalis LPS 刺激による THP-１細胞の MnSOD 遺伝子発現 
 
	 THP-1 細胞に対して、異なるグルコース濃度 (100, 200, 300 mg/dl) で 12 時間培養
したのち RNA を抽出し，qPCR 法にて MnSOD 遺伝子発現量を測定した (n = 6) . 結
果は内因性コントロール (β-actin) の遺伝子発現量で補正した (平均 ± 標準偏差) .
平均値の差は分散分析後に Tukey's HSD test を行い，有意差は*p < 0.05 とした． 
 
図 7．TNF-α 刺激による THP-1 細胞の MnSOD 遺伝子発現変化  
 
	 THP-1 細胞に TNF-α(0, 0.01, 0.1, 1, 10 µg/ml)を作用させ，12 時間培養したのち
RNA を抽出し，qPCR 法にて MnSOD 遺伝子発現量を測定した (n = 6) . 結果は内因
性コントロール (β-actin) の遺伝子発現量で補正した (平均 ± 標準偏差) . 平均値
の差は分散分析後に Tukey's HSD test を行い，有意差は*p < 0.05 とした．  
 
図 8．TACE inhibitor と P. gingivalis LPS 刺激における THP-1 細胞の TNF-α 遺伝子発
現変化  
 
	 THP-1 細胞に TACE inhibitor (0, 40 µmol/l) と P. gingivalis 由来の LPS (0,1 µg/ml)
を作用させ，12 時間培養したのち RNA を抽出し，qPCR 法にて TNF-α 遺伝子発現
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量を測定した (n = 6) . 結果は内因性コントロール (β-actin) の遺伝子発現量で補正
した (平均 ± 標準偏差) . 平均値の差は分散分析後に Tukey's HSD test を行い，有意
差は*p < 0.05 とした．  
 
図 9．P. gingivalis LPS 刺激による THP-1 細胞の TNF-α 産生に対して TACE inhibitor
が及ぼす影響 
 
	 THP-1 細胞に TACE inhibitor (0, 40 µmol/l) と P. gingivalis 由来の LPS (0, 1 µg/ml)
を作用させ，12 時間培養しのち培養上清を回収し，ELISA 法にて TNF-α を測定し
た (n = 6) . 結果は平均 ± 標準偏差で示した .平均値の差は分散分析後に Tukey's 
HSD test を行い，有意差は*p < 0.05 とした． 
 
図 10． P. gingivalis LPS刺激による THP-1細胞の MnSOD遺伝子発現に対して TACE 
inhibitor が及ぼす影響 
 
	 THP-1 細胞に TACE inhibitor (0,40 µmol/l) と P. gingivalis LPS (0, 1 µg/ml)を作用さ
せ，12 時間培養したのち RNA を抽出し，qPCR 法にて MnSOD 遺伝子発現量を測定
した (n = 6) . 結果は内因性コントロール (β-actin) の遺伝子発現量で補正した (平





プライマーの名称 プライマーの配列 (5'-3') 参考文献 
P. gingivalis　 
16S rRNA 
5'-AGG CAG CTT GCC ATA CTG CG-3'  
5'-ACT GTT AGC AAC TAC CGA TGT-3'  
Maeda et al., 2003 
MnSOD 
5'-AAG GGAGAT GTT ACA GCC CAG ATA-3'  
5'-TCC AGA AAA TGC TAT GAT TGA-3' 
Partridge et al., 2007 
TNF-α 
5'-TGC TTG TTC CTC AGC CTC TT-3' 
5'-GGA AGA CCC CTC CCA GAT AG-3'  
Murata et al., 2015 
β-Actin 
5'-CTG GAA CGG TGA AGG TGA CA-3'  
5'-AAG GGA CTT CCT GTA ACA ATG CA-3'  
Partridge et al., 2007 
表2　被験者の構成 
          
ND: Not done 
*p < 0.05，Mann-Whitney U test，†p < 0.05，Pearsons chi-square test 
　 　 
コントロール群  
(n = 78) 
2型糖尿病群 
(n = 76) 
　 
年齢 (歳) 　 57.0 ± 19.7 64.8 ± 12.6 　 
性別 (男/女) (人) 30/48 41/35 
空腹時血糖値 (mg/dl) 97.3 ± 15.3 127 ± 40.7 * 
HbA1c (%) ND 6.07 ± 0.91 
HDLコレステロール (mg/dl) 69.6 ± 17.4 64.3 ± 20.4 * 
LDLコレステロール (mg/dl) 113 ± 34.4 111 ± 32.0 
中性脂肪 (mg/dl) 105 ± 64.9 112 ± 74.2 
喫煙 (人) 18 25 
現在歯数 (本) 23.6 ± 5.49 20.4 ± 7.71 * 
PPD4 mm以上の歯数の割合 (%) 17.9 ± 23.8 36.2 ± 29.3 * 
BoP (%) 18.9 ± 17.9 29.9 ± 23.3 * 
歯周炎 (人) 46 67 †  
平均 ± 標準偏差 
表3　2型糖尿病における血清MnSODの重回帰分析 
           
*p < 0.05 ， Multiple regression analysis 




標準化係数 有意確率 偏相関係数 共線性の統計量 
(定数) 0.358 　 0.044 　 　 
P. gingivalis 
細菌数 
0.058 0.29 0.046 0.29 1.00 
従属変数:血清MnSOD 
独立変数:年齢，性別，現在歯数，BoP，PPD4 mm以上の歯数の割合，P. gingivalis細菌数 
                 ，喫煙，HbA1c 
重回帰式:0.358 + 0.058 × P. gingivalis細菌数 
 
図1　コントロール群と2型糖尿病群の血清MnSOD  
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　THP-1細胞にP. gingivalis由来のLPS (1 µg/ml) を作用させ，実験前 (0時間), および
6，12，24，72時間の各時点でRNAを抽出し，qPCR法にてMnSOD遺伝子発現量を
測定した (n = 6) . 結果は内因性コントロール (β-actin) の遺伝子発現量で補正した (


































　THP-1細胞にグルコース (100，200，300 mg/dl) とP. gingivalis由来のLPS (0, 1 µg/
ml)を作用させ，12時間培養してRNAを抽出し，qPCR法にてMnSOD遺伝子発現量
を測定した (n = 6) . 結果は内因性コントロール (β-actin) の遺伝子発現量で補正した 






























　THP-1細胞に対して、異なるグルコース濃度 (100, 200, 300 mg/dl) で12時間培養
したのちRNAを抽出し，qPCR法にてMnSOD遺伝子発現量を測定した (n = 6) . 結
果は内因性コントロール (β-actin) の遺伝子発現量で補正した (平均 ± 標準偏差) .平
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図7　TNF-α刺激によるTHP-1細胞のMnSOD遺伝子発現変化		
 	
　THP-1細胞に TNF-α(0, 0.01, 0.1, 1, 10 µg/ml)を作用させ，12時間培養したのち
RNAを抽出し，qPCR法にてMnSOD遺伝子発現量を測定した (n = 6) . 結果は内因
性コントロール (β-actin) の遺伝子発現量で補正した (平均 ± 標準偏差) . 平均値の


























図8　TACE inhibitorとP. gingivalis LPS刺激におけるTHP-1細胞のTNF-α遺伝子発現変
化		
 	
　THP-1細胞にTACE inhibitor (0, 40 µmol/l) とP. gingivalis由来のLPS (0,1 µg/ml)を
作用させ，12時間培養したのちRNAを抽出し，qPCR法にてTNF-α遺伝子発現量を
測定した (n = 6) . 結果は内因性コントロール (β-actin) の遺伝子発現量で補正した (
平均 ± 標準偏差) . 平均値の差は分散分析後にTukey's HSD検定を行い，有意差は*p < 
0.05とした．  
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図9　P. gingivalis LPS刺激によるTHP-1細胞のTNF-α産生に対してTACE inhibitorが
及ぼす影響	
 	
　THP-1細胞にTACE inhibitor (0, 40 µmol/l) とP. gingivalis由来のLPS (0, 1 µg/ml)を
作用させ，12時間培養しのち培養上清を回収し，ELISA法にてTNF-αを測定した (n 
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図10　P. gingivalis LPS刺激によるTHP-1細胞のMnSOD遺伝子発現に対してTACE 
inhibitorが及ぼす影響	
 	
　THP-1細胞にTACE inhibitor (0,40 µmol/l) とP. gingivalis LPS (0, 1 µg/ml)を作用
させ，12時間培養したのちRNAを抽出し，qPCR法にてMnSOD遺伝子発現量を測
定した (n = 6) . 結果は内因性コントロール (β-actin) の遺伝子発現量で補正した (平均 























P. gingivalis LPS (1 µg/ml)  
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